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摘要 目的 : 慢 病 毒 载体 (Lentiviral vector ，LVV) 是 一 种 有 效 的 基因 治疗 导入 系统 。 本 
研究 拟 用 已 研发 的 携带 人 的 B- 珠 蛋白 基因 自 删除 慢 病 毒 载体 ， 优 化 其 表达 有 效 性 和 提高 其 
病毒 颗粒 数 。 方 法 : 首先 ， 比 较 三 款 不 同 的 启动 子 预测 软件 的 分 析 结 果 ， 分 别 构建 三 种 不 同 
长 度 启动 子 的 表达 B - 珠 蛋 白 基 因 ( B-globin) 的 LVV， 并 对 其 上 号 内 含 子 进行 部 分 删 减 ; 
用 经 优化 的 LVV 转 导 有 -地 中 海 贫血 《〈B- 地 贫 ) 的 小 息 诱 导 性 多 能 性 干细胞 (induced 
pluripotent stem cells, iPSC) 后 ， 进 而 用 此 iPSC HERSEK) RRA; 经 RT-PCR、 血 
涂 片 瑞 氏 吉姆 萨 染 色 等 观察 分 析 其 功能 性 代 偿 的 潜能 。 研 究 结果 : 经 优化 后 的 自 删除 慢 病毒 
载体 病毒 对 其 病毒 颗粒 数 的 滴 度 影响 不 大 (2.3X10"PLs/ml) ， 可 在 瞪 合 体 小 鼠 模 型 体内 检 
测 到 正常 人 B- 珠 蛋白 基因 的 功能 性 表达 。 结论 : 优化 了 表达 人 B - 珠 蛋 白 基 因 的 自 删除 LVV。 
关键 词 有 -地 中 海 贫血 自 删除 慢 病 毒 载体 优化 基因 治疗 
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expressing efficacy. Methods: Based on the comparison of the predictions of three on line 
promoter prediction softwares, three self-deleting lentiviral vectors carrying three different lengths 
of £ -globin promoters with gene were constructed. The optimization was carried out in terms of 
preparation titles and transgene expressing efficacy. The optimized LVV was used to transduce 
murine -thalassemia iPSC, and resulted cells were used to generate chimeric mice. RT-PCR and 
Wright Giemsa staining were then carried out on the mice blood. Results: The viral particles 
prepared by the optimized LVV principally have no difference comparing with their parental virus, 
FUGW. The functional expression of normal spliced human 6 -g/obin gene was detected in the 
chimeric mice. And the morphologically normal of erythrocytes was observed. Conclusion: An 
optimized self-deletion lentiviral vector, FCB-P265, was made. 
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B -地 中 海 贫血 (简称 8B -地 贫 ) 是 一 种 遗传 性 血液 病 ”” 。 近 年 来 ， 基 因 治 
疗 作 为 一 种 有 效 的 疾病 治疗 手段 而 倍 受 关注 ”。 慢 病毒 载体 (Lentiviral vector, 
LVW) 是 一 种 有 效 的 基因 导入 系统 ， 自 2000 年 LW 首次 被 成 功 地 用 于 B -地 贫 模 
型 小 鼠 水 平 上 的 基因 治疗 以 来 ， 它 被 越 来 越 多 地 应 用 于 8B -地 贫 的 基因 治疗 的 研 
Fe”. 2010 年 , 在 一 例 运用 LVV 临床 治疗 B -地 贫 的 患 儿 血 液 内 发 现 了 优势 克隆 
的 形成 “。LVV 在 用 于 8 -地 贫 基因 治疗 中 的 安全 性 隐患 始终 受到 高 度 关注 ”” 。 
因此 ， 对 其 安全 性 改进 优化 仍 很 有 必要 。 

2013 年 ， 利 用 cre 酶 可 特异 性 识别 两 个 同 向 的 7ozp 位 点 ， 并 介 导 Loxp 位 
点 之 间 的 基因 删除 这 一 原理 , 我 们 在 LVV 的 删 减 U3 (AU3) 区 中 先后 插入 了 oxp 
序列 位 点 及 人 日 - 珠 蛋 白 基因 ， 并 在 此 LVV 中 引入 了 cre 基因 , 构建 了 表达 B - 珠 
蛋白 基因 的 自 删 除 型 LVV (FCB) 。 该 FCB 在 慢 病毒 包装 过 程 中 ， 经 逆转 录 复 制 ， 
在 其 两 端 形成 完全 相同 的 两 个 携带 B - 珠 蛋 白 基 因 及 loxp 序列 的 LTR， 在 整合 入 
染色 体 后 ，cre 基因 会 表达 cre 酶 并 特异 性 识别 分 别 位 于 LTR 的 两 个 同 向 7oxp 
位 点 ， 进 而 介 导 两 个 Joxp 位 点 之 间 发 生 删 除 ， 从 而 自 删 除 LVV 的 基本 上 骨架， 而 
只 留 下 一 个 包含 人 8B - 珠 蛋 白 基 因 盒 的 LTR〈 图 1) “。 它 基本 消除 了 产生 重组 型 
LV 活 病毒 的 可 能 性 ， 从 而 大 大 地 提高 了 其 生物 安全 性 。 但 在 FCB 的 AU3 区 域内 插 
入 长 达 3. 2kb 的 8 -g1obin 基因 ， 会 降低 其 包装 病毒 的 滴 度 ”。 因 此 ， 需 对 FCB 
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进行 插入 基因 长 度 的 优化 以 提高 其 表达 效果 及 病毒 颗粒 生物 滴 度 , 进而 提升 其 应 
用 的 潜能 

针对 上 述 问题 ， 通 过 构建 一 系列 FCB 载体， 对 FCB 上 的 AU3 的 6 -globin 
的 启动 子 进行 优化 并 且 对 其 开 号 内 含 子 进行 部 分 删 减 。 在 此 基础 上 , 选择 较 优 的 
FCB-P265 慢 病毒 载体 假 病 毒 转 导 至 源 自 地 贫 小 鼠 的 诱导 性 多 能 干细胞 (induced 
pluripotent stemcells, iPSC) ， 并 用 此 细胞 制备 租 合 体 模型 小 鼠 。 实 验证 实 ， 
经 优化 后 的 载体 FCB-P265 制备 的 病毒 颗粒 数 较 高 ， 且 可 有 效 感 染 地 贫 小 鼠 的 
iPSC， 并 在 用 此 细胞 制备 的 符合 体 小 鼠 血 液 内 进行 有 效 表 达 , 且 未 发 现 异 形 红 细 
胞 。 
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图 1 自 删 除 慢 病毒 载体 的 工作 原理 


Fig. 1 Schematic Presentation the mechanism of the self-deleted lentiviral vector 


1. 材料 与 方法 


1.1 材料 


1.1.1 质 粒 、 菌 株 和 细胞 T-easy 载体 购 自 Promega 公司 、EC0S 感受 态 细胞 购 自 

益生 生 技 、Stable3 感受 态 细胞 购 自 Transgene、K562 细胞 和 小 鼠 地 中 海 贫 血 iPS 
细胞 、FUGW 慢 病 毒 载体 质粒 系统 由 上 海 医 学 遗传 研究 所 保存 、FCB 质粒 由 我 们 先 
前 构建 。 


1.1.2 工具 酶 与 试剂 1640 基础 培养 基 、DMEM 基础 培养 基 、 胎 牛 血 清 均 购 自 
Gibco BRL 公司 ，Lipofectamine 3000 购 自 美国 Invitrogen 公司 ， 高 纯度 小 量 
中 提 质 粒 提 取 试 剂 盒 、 基 因 组 DNA 提取 试剂 盒 购 自 TIANGEN AF], Solution I 
连接 酶 、TRIZ0L、 PrimeSTAR®GXL DNA Polymerase, PrimeScript RT reagent Kit 
with gDNA Eraser, SYBR Premix Ex Taq II, Clontech Lenti-X p24Rapid Titer 
Kit 均 购 自 TAKARA 公司 , 所 有 限制 性 内 切 酶 均 购 自 NEB (New England Bio) 公司 ， 
ClonExpress® II One Step Cloning Kit 购 自 诺 维 赞 公 司 、 电 转 仪 购 自 美国 BioRad 
公司 。 


1. 1.3 引物 序列 与 合成 ” 所 用 引物 均 使 用 Primer 5 软件 设计 后 ， 由 上 海 捷 瑞 公 
司 合成 。 具 体 引 物 及 探 针 序列 如 下 表 ( 表 1) 。 


表 1 引物 列表 
Table1 List of Primers 
Primer Primer-sequence (5” -3° ) 
Promoter-U3-F ATCGATACCGTCGACCTCGAGACCTAGAAAAACATGGAGCA 

P265-U3-R ATTTGGAATCACAGCATCGTCGACCGTGTAACAAGCGGGT 
P675-U3-R CTGTGCATTAGTTACATCGTCGACCGTGTAACAAGCGGGT 
P265-U3-F TACACGGTCGACGATGCTGTGATTCCAAATATTACGTAAA 
P675-U3-F TACACGGTCGACGATACTAATGCACAGAGCACATTGATTT 
BsrgI-IN-R  ATTTGGTCAATATGTGTACAACCCTGTTACTTATCCCCTTCCTAT 
PmeI-LTR-R CTAGAAGGCACAGTCGAGGC] 

SY-F TGTTCCCTAAGTCCAACTACTAAAC 

SY-R TCTCGACGCAGCGAGTAGTGAAGAG 
SY-actin-F GGACTTCGAGCAGGAGATGG 


sY-actin-R GCACCGTGTTGGCGTAGAGG 


Globin-QF CCCAGAGGTTCTTTGAGT 


SLTR2-R AGGTTCTCGAATCAAGTCGGTT 
MG-F CTCGGTGCCTTTAGTGATGG 
MG-R AGCCTGCACTGGTGGGGTGAA 
1. 2 方法 
1.2.1 S-globinER RAFKE RM 4y Fill FA Neural Network Promoter 


Prediction (NNPP), Promoter 2.0 Prediction Server, Promoter scan 三 款 
不 同 的 在 线 启动 子 预测 软件 对 人 6 -g1obin 基因 启动 子 进行 比较 分 析 和 预测 。 
1.2.2 三 种 不 同 启动 子 长 度 的 FCB 的 构建 

FCB-P1700 载体 的 构建 ”用 PacI、5so5I 分 别 对 质粒 FUGW 和 FCB 进行 双 酶 
切 ， 回 收 得 到 FUGW 骨架 和 FCB 片段 用 Solution I 连接 酶 连接 后 得 到 载体 
FCB-P1700。 

FCB-P675 载体 的 构建 以 载体 FCB-P1700 为 模板 ， 用 引物 
Promoter-U3-F/P675-U3-R 进行 PCR 扩 增 得 到 片段 loxP-U3， 用 引物 
P675-U3-F/BsrgI-IN-R 进行 PCR 扩 增 得 到 片段 675P-globin ， 以 


Promoter-U3-F/BsrgI-IN-R 为 引物 通过 融合 PCR 将 两 片段 1oxP-U3、675P-globin 
进行 连接 得 到 片段 loxP-U3-675PG。 用 和 oT 、BsrG 了 对 质粒 FCB-1700P 进行 双 
酶 切 得 到 骨架 F675P。 在 此 基础 上 ， 用 One Step Cloning Kit 将 骨架 F675P 和 
片段 1oxP-U3-675PG 连接 后 得 到 载体 FCB-P675 

FCB-P265 载体 的 构建 以 载体 FCB-P1700 为 模版 ， 用 引物 
Promoter-U3-F/P265-U3-R 进行 PCR 扩 增 得 到 片段 loxP-U3， 用 引物 


P265-U3-F/BsrGI-IN-R 进行 PCR 扩 增 得 到 片段 265P-globin, 以 
Promoter-U3-F/BsrGI-IN-R 为 引物 通过 融合 PCR 将 两 片段 1oxP-U3、265P-globin 
进行 连接 得 到 片段 loxP-U3-265PG。 用 态 oI、p5sr5I 对 质粒 FCB-1700P 进行 双 
酶 切 得 到 骨架 F265P 。 用 One Step Cloning Kit 将 骨架 F1700P 和 片段 
1oxP-U3-625PG 连接 后 得 到 载体 FCB-P265。 

以 上 连接 产物 均 经 转化 至 Stable3 AiG MRA HT, BBP A ARIE 
的 LB 琼脂 培养 板 上 37'C 培 养 15 小 时 后 ， 挑 取 单 克隆 ， 经 提取 质粒 ， 酶 切 鉴定 
后 ， 酶 切 大 小 正确 的 克隆 送出 测序 。 


0014 


1.2.3 三 种 不 同 拟 病毒 载体 的 构建 ” 分 别 以 FCB-P1700、FCB-P675、FCB-P265 为 模 
版 ， 用 引物 Promoter-U3-F/ 进 行 PCR 扩 增 得 到 片段 loxP-1700P、1oxP-675P、 

loxP-265P， 用 Solution I 分 别 将 其 与 了 载 连接 ，24 小 时 后 将 连接 产物 转化 至 
ECOS 大 肠 杆 菌 感受 态 DH5a 中， 转移 到 有 氮 共 抗 性 的 LB 琼脂 培养 板 上 ，37°C 培 
养 15 小 时 后 ， 挑 取 单 克隆 ， 提 取 质 粒 酶 切 鉴 定 ， 酶 切 大 小 正确 的 克隆 送出 测序 。 


1.2.4 荧光 定量 PCR 检测 不 同 拟 病 毒 载体 在 K562 细胞 中 B -globin 基因 的 表达 效果 
将 K562 细胞 以 1X10 6 每 孔 的 密度 铺 到 6 孔 板 中 , 第 二 天 用 BioRad 电 转 仪 
将 三 种 拟 病 毒 载体 以 相同 的 分 子 数 转 入 K562 细胞 ， 培 养 48 小 时 后 加 入 含 1. 5% 
DMSO 1640 完全 培养 基 进 行 诱导 ， 诱 导 培养 48 小 时 后 收集 细胞 ，Trizol 法 提取 
RNA, 用 TAKARA 的 PrimeScript RT reagent Kit with gDNA Eraser 去 除 基因 组 
DNA 后 进行 逆转 录 合 成 CDNA. VA beta-actin 作为 内 参 ， 利 用 TAKARA 的 SYBR 进 
行 定量 PCR 反应 ， 检 测 各 拟 病毒 载体 的 表达 效果 。 
1. 2. 5 ELISA 检测 慢 病毒 载体 包装 病毒 滴 度 “所 构 慢 病毒 载体 FCB-P675、FCB-P265 
及 对 照 载 体 FUGW 进行 慢 病 毒 包装 ， 慢 病毒 包装 服务 由 上 海 吉 满 生物 科技 有 限 公 
司 提供 。 对 包装 好 的 慢 病 毒 载体 ， 用 Clontech Lenti-X p24 Rapid Titer Kit 
进行 慢 病毒 载体 颗粒 数 检测 。 
1.2.6 慢 病毒 载体 感染 iPS 细胞 及 其 整合 情况 检测 ”将 iPS 细胞 复苏 培养 后 ,用 包装 
好 的 慢 病毒 FCB-P265 假 病 毒 进行 感染 ， 随 后 挑 取 单 克隆 进行 细胞 建 系 。 对 各 细 
胞 系 分 别 抽 提 细胞 DNA, PCR 鉴定 慢 病毒 载体 是 否 成 功 整合 至 iPS 细胞 基因 组 。 
1.2.7 用 FCB 转 导 的 地 贫 iPS 细胞 制备 转基因 嵌 合 体 小 鼠 ”地 贫 iPS 细胞 经 转 
导入 携带 B - 珠 和 蛋白 基因 的 自 删 除 慢 病 毒 载体 后 , 被 显 微 注射 方式 注入 8B -地 贫 小 
鼠 的 E3. 5 SEHR, AEE 15 个 iPS 细胞 ,将 注射 胚 移植 入 受 体 小 鼠 子 宫 中 ， 
HRA 17 天 后 ， 舱 合体 小 鼠 出 生 。6 周 龄 后 被 采集 外 周 血 ， 在 mRNA 水 平 上 分 析 
外 源 基因 的 表达 功能 。 
1.2.8 用 谈 合 体 模 型 分 析 外 源 基因 的 表达 情况 ”采集 6 JAK Ph) RNA, 
Trizol 法 提取 RNA, 用 TAKARA 的 PrimeScript RT reagent Kit with gDNA Eraser 
去 除 基 因 组 DNA EITEAN cDNA. VA cDNA 为 模板 用 引物 MG-F/MG-R PCR 
扩 增 分 析 外 源 基 因 的 表达 功能 。 


1.2.9 用 让 合 体 模型 分 析 外 源 基 因 的 表达 对 红细胞 质量 的 影响 作用 “采集 符合 体 小 
鼠 新 鲜 外 周 血 后 制备 血 涂 片 , 用 BASO 的 瑞 氏 -吉姆 萨 染 色 液 进行 染色 ， 晾 干 后 于 
显微镜 下 观察 。 


1.2.10 PCR 扩 增 体系 


PCR 扩 增 目的 片段 (25u1):PrimeSTAR@ GXL DNA Polymerase 5 u 1,5XPrimeSTAR 
buffer 541、 上 上 下游 引物 各 121、 模 板 211、dNTP 2u1; 


扩 增 条 件 : 95°C 5min (循环 数 1) , 95°C 45s, 58°C 45s, 72°C LEH (HEHE 
度 1KB/min) (循环 数 30) , 72 C 10min (循环 数 1) 。 


RT-PCR 检测 拟 病毒 载体 globin 基因 表达 情况 (20 u 1 体系 ) :SYBR Premix Ex Taq 
II (2x) 10n1 上 下 游 引物 COumol*L-1) #0.8u1, ROX Reference Dye 
(50X) 0.4u1 
扩 增 条 件 : stagel 95°C 预 变性 30s HAIFA 1), stage 2, 95°C 5s, 60°C 34s 
(循环 数 40) 。 


1.2.11 统计 学 分 析 采用 Graphpad 统计 软件 对 实验 数据 进行 统计 学 分 析 。 组 间 比 
较 采 用 单 因 素 方差 分 析 。P<0. 05 被 认为 差异 具有 统计 学 意义 。 


2. 实验 结果 


2.1 B-globin 基因 启动 子 软 件 预测 结 

b -globin 基因 启动 子 生 物 信 息 学 分 析 结 果 如 表 2 及 图 2 所 示 , 不 同 的 预测 
软件 结果 均 表 明 8 -globin 基因 的 启动 子 多 集中 在 编码 区 上 游 有 -260bp 至 - 
700bp 范围 内 。 


K 2. 不 同 的 启动 子 预测 软件 对 人 8 -globin 基因 启动 子 的 预测 结果 


Table 2. Different Bioinformatic prediction of human f-globin promoter 


在 线 启动 子 生物 信 息 学 分 析 工 具 启动 子 预测 结果 
Promoter 2.0 Prediction Server 
(http://www. cbs. dtu. dk/services/Promoter/) ie 
Neural Network Promoter Prediction (NNPP ) =§85— (=535) 
(http://www. fruitfly. org/seq_tools/promoter. html ) -563— (-513) 
Promoter scan -587— (-336) 


Chttps://www-bimas. cit. nih. gov/molbio/proscan/ ) -261— (-11) 
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exon(jintron1 exon2 intron2 exon3 


-563 -513 -261 -11 


oom Promoter scan Œ NNPP © Promoter 2.0 Prediction Server 
图 二 . 启动 子 生物 信息 学 分 析 结 果 结 构 示意 图 


Fig.2 Bioinformatic prediction of human -globin promoter 


2.2 三 种 不 同 长 度 启动 子 的 自 删除 慢 病 毒 载体 的 构建 


将 cre, loxP, -globin 基因 片段 分 别 插 入 到 自 删 除 慢 病毒 载体 的 AU3 区 
中 ， 从 而 构建 出 自 删 除 慢 病毒 FCB 载体 ， 结 构 如 图 3 所 示 , 将 酶 切 大 小 正确 者 送 
出 测序 ， 测 序 结果 正确 。 


HIV-w RRE AU3 IN1 AU3 


CMV 
ENA 


HIV-w RRE AU3 IN1 AU3 


图 3. 三 种 慢 病毒 载体 结构 图 ， 依 次 为 FCB-P1700、FCB-P675、 FCB-P265 (BBP: B-globin 基因 启动 子 ; E: 
外 显 子 ;IN: 内 含 子 ，Y: 开 号 内 含 子 (VS2) 删 除 372bp) 。 
Fig.3 Schematic presentations of three different lengths of B-globin promoter driven B-globin expressing lentiviral 
vector, FCB-P1700, FCB-P675, FCB-P265(BBP: B-globin promoter ; E:Exon; IN:Intron ; with a 372-bp 


deletion in IVS2). 
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2. 3 三 种 不 同 启动 子 长 度 的 拟 病毒 载体 的 构建 


模拟 慢 病 毒 载 体 在 染色 体 上 发 生 自 删 除 后 的 情况 ， 将 融合 PCR 连接 好 的 片段 
连接 到 了 T 载体 中 ， 构 建 三 种 不 同 的 拟 病毒 载体 图 谱 如 图 所 示 《〈 图 4) ， 经 挑 取 菌 
落 进行 酶 切 验证 ， 将 酶 切 大 小 正确 者 送出 测序 ， 测 序 结果 与 预期 一 致 。 


loxp 
1700bp 
IN2 
AU3 IN1 AU3 
loxp 
675bp 
IN2 
AU3 IN1 AU3 
loxp 
265bp 
IN2 
AU3 IN1 AU3 


图 4. 三 种 不 同 的 拟 病毒 载体 的 结构 图 ， 自 上 而 下 依次 为 bro-1700、 pro-675、 pro-265 (P:B-globin 基 


天 启动 子 ; EB: 外 显 子 ; IN: 内 含 子 ;，Y: 开 号 内 含 子 删除 372bp) 。 


Fig.4 Schematic presentations of the three pro-LVV, named as pro-1700、 pro-675, pro-265, 
after self-deletion(BBP: B-globin promoter; E:Exon; IN:Intron, V : with a 372-bp deletion in IVS2). 


2.4 检测 不 同 的 拟 病 毒 载体 在 K562 细胞 中 的 p-globin 表达 效果 


比较 三 种 不 同 长 度 的 启动 子 表达 目的 基因 的 效果 。 与 没有 转 染 拟 病毒 载体 的 
K562 细胞 相 比 ， 三 种 拟 病毒 载体 8 -globin 基因 的 表达 效果 分 别 为 pro-675< 
pro-1700<pro-265〈 图 5) 。 其 中 ， 启 动 子 长 度 为 265 bp 且 内 含 子 做 了 部 分 删 
减 的 拟 病 毒 载体 pro-265 的 6 -globin 表达 效果 最 好 ,为 空白 K562 细胞 的 24 倍 。 
启动 子 长 度 为 675bp 且 内 含 子 做 了 部 分 删 减 的 拟 病毒 载体 pro-675 的 表达 量 最 
低 ， 仅 为 空白 K562 细胞 的 8 倍 。 
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不 同 拟 病 毒 载体 表达 效果 
2*(-AACt) 
4U 
HB Pro-1700 
30 Pro-675 
Ml Pro-265 
Hi control 


ulqol6 
S 


拟 病 毒 载体 


Ds 


5. 不 同 的 拟 病 毒 载体 表达 B-globin 基因 效果 比较 (n=3, P=0. 00001<0. 05) 


Fig.5 The comparison of the expression among the three pro-LVV vectors after transfection (n=3, 


K P=0.00001<0.05) 
= 2.5 不 同 启动 子 长 度 的 自 删 除 慢 病毒 载体 包装 病毒 颗粒 数 比 较 
9 在 此 基础 上 ， 将 FCB-P675. FCB-P265 包装 成 慢 病 毒 载体 假 病毒 与 它们 的 原 
= 始 慢 病 毒 载体 FUGW 相 比 ， 其 病毒 颗粒 数 FCB-P675< FCB-P265 <FUGW (6) ， 
` 但 无 显著 性 差异 (n=3, 0. 18>0. 05) ， 说 明 所 构建 的 慢 病毒 载体 ， 对 其 病毒 颗 
粒 数 影响 不 大 。 
慢 病毒 载体 病毒 颗粒 数 
10"'PLs/ml 


29x 10"! E FUGW 
em FCB-P675 
ZA FCB-P265 


21X 1011 23X 10"! 


FUGW FCB-P675 FCB-P265 


8 病 毒 


图 6. 不 同 启动 子 长 度 的 自 删 除 慢 病毒 载体 包装 病毒 颗粒 数 比较 (N=3, P>0. 05) 


Fig.6 The comparison of the viral particles produced by above pseudo viruses.n=3, P>0.05 ) 
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2.6 FCB-P265 慢 病 毒 感 染 B -地 贫 iPS 细胞 


用 FCB-P265 慢 病 毒 载体 病毒 感染 小 鼠 B -地 贫 iPS 细胞 , 挑 取 单 克隆 扩 增 培 
养 后 ， 分 别 进行 PCR 扩 增 鉴定 ， 挑 取 的 12 个 iPS 克隆 细胞 中 ， 其 中 一 个 克隆 被 
成 功 地 整合 入 了 慢 病毒 载体 病毒 (图 7) ， 此 转基因 细胞 系 被 用 于 制备 符合 体 小 


1 2 3 4 5°96 7 8599510 11 02.P N 


-aa 


i= 


A 7. FCB-P265 慢 病 毒 成 功 感 染 并 整合 入 B -地 贫 iPS 细胞 。N: 阴性 对 照 ，P: 阳性 对 照 ，1-12 


号 为 所 挑 取 克 隆 ， 其 中 10 号 为 阳性 克隆 。 


Fig.7 Murine B-thalassaemia iPSC was successfully transduced with the FCB-P265. N: Negative 
control; P: Positive control. Number 1 to 12 are the iPSC clones, with which number 10 is the 
positive clone transduced with the FCB-265. 


2.7 FAS -globin 基因 的 B- 地 贫 iPS ZARA BISA AAR i, Tb 
源 基因 的 表达 及 对 红细胞 质量 的 影响 


RT-PCR 检测 表明 , 在 转 6 -g70bin 基 因 的 B -地 贫 iPS AH HLA IB ee AA AN Bt 
血液 内 ， 不 仅 存 在 B8 ”异常 剪接 (256bp〉 的 表达 ， 而 且 存 在 着 与 正常 人 血 相同 
H -globin 基因 正常 剪接 (183bp) 的 表达 (图 8. a) 。 峰 合体 血 涂 片 观察 表明 ， 
细胞 呈 典 型 的 双 止 圆 盘 状 、 正 细胞 正 色素 性 红细胞 形态 , 没有 发 现 如 654 地 贫 小 
鼠 血 像 中 所 含有 的 低 色素 性 小 细胞 、 破 裂 细 胞 、 盔 形 细胞 等 异形 细胞 ， 形 态 学 接 
WF WT ik (图 8.b)。 


(a) 


s P N wr 2000» 


a =? se 500bp 


256bp 一 ee 300bp 
183bp 一 | 200bp 
| 100bp 
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(b) 


8. Ca) RT-PCR 分 析 嵌 合体 模型 中 外 源 基因 的 表达 S: RAAR; P: BEIE, IERA 
外 周 血 ;N: 阴 性 对 照 ，B 654 模型 小 鼠 外 周 血 ;WT: 野 生 型 小 鼠 外 周 血 . (b) 血 涂 片 瑞 氏 -吉姆 萨 染 
色 观 察 庶 合体 模型 中 外 源 基 因 表 达 对 红细胞 质量 的 影响 。 C: 藤 合体 模型 小 鼠 ; 654: B 654 模型 
小 鼠 外 周 血 ; WT: 野生 型 小 鼠 外 周 血 。 
Fig.8. (a) RT-PCR analysis the expression of the exogenous gene in the blood of the chimeric 


model mouse. S: the blood sample of the Chimeric model mouse. P: Positive control, normal 
human peripheral blood; N: Negative control, the peripheral blood sample from the B654 Model 
mouse; WT: the peripheral blood sample from the Wild-type mouse. (b) Blood smear and Wright 
Giemsa staining for observing the morphology of the red blood cells of the transgenic model 
mouse. C: the blood sample of the Chimeric model mouse. 654: the peripheral blood sample of the 
B654 model mouse; WT: the peripheral blood sample of the Wild-type mouse. 


3. 讨论 


早 在 1997 年 ,有 研究 人 员 就 提出 , B- 珠 蛋白 基因 的 高 表达 , 需要 长 达 1555bp 
的 启动 子 ”。 在 慢 病 毒 载体 介 导 的 临床 B -地 贫 基 因 治 疗 试验 中 ， 也 有 研究 人 员 
分 别 使 用 了 615bp 和 265bp 的 启动 子 进行 治疗 研究 “”。 早 期 有 学 者 提出 ， 

B -globin 转录 起 始 位 点 上 游 260bp 的 启动 子 区 域 , 足以 在 MEL 细胞 内 被 诱导 分 
化 表达 6 -globin AWARIE 8 -globin 基因 的 -550 至 -527 和 -302 至 
-294 bp 位 点 存在 两 个 BP1 蛋白 结合 位 点 ， 对 6 -globin 的 转录 表达 具有 人 负 调 控 
作用 ""。 而 这 两 个 结合 位 点 均 包含 在 675bp 启动 子 范围 内 。 虽 然 1700bp 启动 子 
范围 内 也 包含 这 两 个 负 调 控 位 点 ， 但 其 远 侧 序列 包含 许多 公共 转录 因子 结合 位 
点 ， 存 在 着 复杂 的 蛋白 -蛋白 相互 作用 关系 并 对 6 -globin 基因 的 表达 调控 起 着 
作用 。 在 本 研究 中 ， 含 1. 7kb 启动 子 的 pro-1700 ME 265bp 启动 子 以 及 对 

B -globin 基因 的 II 号 内 含 子 进行 了 部 分 删除 的 pro-265 拟 病 毒 载体 ， 在 K562 
细胞 中 表达 6 -g1obin 基因 水 平均 较 高 但 差异 不 大 ， 而 含 675bp 启动 子 的 II 号 
内 含 子 进行 部 分 删除 的 pro-675 则 表达 水 平 较 低 。 这 与 已 有 研究 结果 基本 一 致 。 
Philippe Leboulch 等 人 研究 表明 对 6 -globin 基因 的 II 号 内 含 子 进行 部 分 删 


除 ， 可 以 大 大 提高 慢 病 毒 载体 的 整合 稳定 性 和 病毒 制备 滴 度 ， 同 时 对 6 -globin 
基因 的 表达 并 没有 显著 的 影响 “。II 号 内 含 子 经 部 分 删除 后 的 优化 慢 病毒 载体 
FCB-P675 和 FCB-P675， 其 包装 慢 病毒 颗粒 数 ， 与 未 插入 任何 基因 的 原始 慢 病 毒 
载体 滴 度 ， 基 本 无 显著 差异 ， 与 已 有 研究 结果 呈 一 致 性 。 目 前 ， 尚 未 有 研究 表明 
此 种 安全 性 自 删除 的 慢 病毒 载体 对 iPS 细胞 的 感染 和 整合 的 有 效 性 , 本 文 首 次 用 
自 删 除 的 安全 性 FCB-P265 载体 包装 慢 病毒 载体 ， 成 功 地 感染 了 iPS 细胞 ， 建 立 
了 功能 性 代 偿 的 iPS 细胞 系 ,， 并 制备 了 内 合体 模型 小 鼠 。 在 组 合体 模型 小 局 中 同 
时 检测 到 了 正常 剪 切 和 有 异常 剪 切 的 6 -globin 基因 转录 本 的 表达 ; FR ALU 
片 细胞 呈 典 型 的 双 凹 圆 盘 状 、 正 常 色 素性 红细胞 形态 ,没有 发 现 如 654 地 贫 小 鼠 
血 像 中 所 含有 的 异形 细胞 ， 形 态 学 接近 于 呈 小 鼠 。 说 明 骨 合体 小 鼠 可 成 功 表达 
人 正常 gloin 基因 ， 虽 然 RT-PCR 结果 显示 不 足以 完全 修正 异常 剪 切 转录 本 ， 但 
慢 病毒 载体 的 导入 确 可 削弱 异常 剪 切 转录 本 的 表达 ， 同 时 使 地 中 海 贫血 来 源 的 
iPS 细胞 在 小 鼠 体内 分 化 形成 的 红细胞 质量 得 到 了 提升 ， 接 近 正 常 小 鼠 红 细胞 。 
后 续 计 划 将 进一步 进行 -globin 基因 启动 子 增强 子 的 插入 以 优化 载体 ,进而 完 
全 消除 异常 剪 切 转录 本 的 表达 。 

本 文 构建 了 不 同 长 度 的 启动 子 的 自 删 除 6 -globin 基因 的 慢 病毒 载体 ， 并 根 
据 其 自 删 除 后 的 情况 分 别 构建 了 拟 病毒 载体 , 分 析 了 不 同 的 启动 子 长 度 的 拟 病毒 
载体 的 6 -globin 基因 在 K562 细胞 中 的 表达 情况 的 差异 ， 实 现 了 对 已 有 的 自 删 
除 慢 病毒 载体 的 优化 ; 同时 , 证 实 了 所 构建 的 自 删 除 慢 病 毒 载 体能 够 有 效 包装 成 
慢 病 毒 假 病毒 ， 感染 并 整合 入 B -地 贫 iPS 细胞 。 由 转 6 -g1obin 基因 的 B -地 贫 
iPS 细胞 所 制备 的 峙 合体 模型 小 鼠 的 血细胞 ， 其 mRNA 水 平 及 形态 学 的 分 析 表 明 
了 有 正常 剪 切 的 6 -871opz7 基 因 的 表达 。 此 研究 为 自 删除 慢 病毒 载体 干细胞 治疗 
的 研究 及 应 用 提供 了 参考 。 
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